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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

Kim,Hyo-Ju
Adviser:Prof.Chang,HaeChoon,Ph.D.
DepartmentofFoodandNutrition,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Lactic acid bacteria isolated from kimchi were screened for
exopolysaccharides(EPS) production.Three lactic acid bacteria were able to
produced EPS from sucrose media.The selected strains were identified as

strainsGJ2,
C3andC11byusingBiologtestand16SrDNA sequencing.Intheviabilitytests
inthepresenceofartificialgastricjuiceorbile,theisolated GJ2,

C3 and C11 showed high viability(maintain initial
viablecell,108CFU/mL)for2hoursin0.05M sodium phosphatebuffer(pH 3.0),
in artificialgastric juice and for 24 hours in artificialbile.In liquid media
containingsucroseascarbonesource,theamountofEPSproducedby
GJ2, C3and C11was21.49g/L,16.46g/Land
22.98g/L,respectively.IntheEPSproducedby GJ2, C3
and C11,sugarcomprised 96.48% w/w,89.38% w/w and



91.05% w/w,respectivelywhiletheproteincontentwasfoundtobe0.8% w/w,
0.9% w/w and0.95% w/w forGJ2,C3andC11EPS,respectively.Thesugar
compositionsoftheEPSswereanalyseby TLC andHPLC analysisfrom acid
hydrolysisoftheEPS.EPSsproducedby GJ2, C3and

C11containedonly glucose.Viscosity ofthe4% EPSsand
purifiedEPSssolutionwerehighestEPSproducedby C3(136.3cpand
3719cp,respectively)whilelowestEPSproducedby C11(3.57cp
and 6.07cp,respectively).The viscosity results showed thatthe difference in
viscosityoftheEPS producedby GJ2, C3and

C11 may becaused by the differencein molecularweightand
structureoftheEPSs.



제제제 111장장장 서서서 론론론

유산균(lacticacidbacteria:LAB)은 자연계에 널리 분포하고 탄수화물을 혐기적으
로 이용하여 젖산을 생성하는 미생물로서 유제품,육류,야채 등의 다양한 발효 가공에
종균으로 사용되어지고 있으며,식품의 보존성 향상뿐만 아니라 관능적 특성 및 영양
적 가치에도 기여하고 있다.식품에서 유산균에 의한 젖산발효는 상큼한 향과 맛을 내
게 하고 나아가 당,유기산,단백질 및 지방성분을 이용하여 독특한 향과 풍미성분으로
전환시키어 제품의 질 향상에 바람직한 역할을 하게 한다(38).또한 일부의 유산균속
에서는 exopolysaccharides(EPS)를 생합성하여 제품의 조직과 점성 향상에도 기여하고
있다(38).유산균생성 EPS는 특히,유산균 발효유제품에서 큰 문제점이었던 유청 분리
현상을 완화시키고 점성을 증가시키며 조직을 부드럽게 하여 섭취 시 구강 내 포만감
과 조직감을 부여해준다(1,18).따라서 서유럽 특히 프랑스,덴마크,네델란드 등에서
는 발효유에 대한 안정제 대체원으로서 발효유제품의 종균으로 EPS생성 유산균들이
매우 오래전부터 사용되어왔다(9,38,39).
EPS는 세포벽의 일부로서 세포벽주위에 협막을 형성하거나 세포벽 외부에 slime형

태로서 발효중에 축적되는 미생물 다당류로,1차 또는 2차 대사산물이다(7).EPS는 에
너지원으로 이용되는 것은 아니고 건조,식균작용,원생동물의 습식,항생제,독성화합
물,삼투압 스트레스 등과 같은 외부환경으로부터 자신을 보호하는 작용을 한다(12).
물에 녹거나 분산되는 긴 사슬의 고분자 중합체로서 식가공품에서 농후제나 겔링화에
중요한 역할을 한다.EPS는 실제적 측면에서 미생물이 가장 다량으로 생성하는 다당
류이며,배양액으로부터 회수가 쉽고,정제비용이 적게 들므로 상업적인 잠재력이 가장
높은 다당류이다(17).유산균에 의해 생성된 EPS는 그 균종에 따라 구성당의 종류와
비율이 서로 다르다는 것이 이미 보고 되어진바 있다(32,33).
유산균생성 EPS의 분류는 homopolysaccharides와 heteropolysaccharides의 두 그룹



으로 구분되어진다(25,30,33,38).Homopolysaccharides는 주로 fructose와 glucose와
같은 한 가지 형태의 단당으로만 구성되어 있는 것을 지칭하며,그 종류로는

와 에 의한 fructans type의 levan과
inulin이 있으며,glucanstype으로 subsp.
와 subsp. 에 의해 생산된 dextran과

에 의한 alternan및 와 에
의해 생산된 mutan이 여기에 속한다(17,40).
Heteropolysaccharides는 두 가지 또는 그 이상의 다른 종류의 단당들로 구성되어

있으며,주요 구성당으로 glucose,galactose,fructose및 rhamnose가 서로 다른 비율
로 결합을 이루고 있다(32). 소수의 경우 N-acetylglucosamine,
N-acetylgalactosamine,glucuronicacid와 phosphate,acetyl,glycerol과 같은 당이 아
닌 물질들이 결합을 형성하는 경우도 있다(38,39).주로 subsp.

, , 등의 중온성 유산균들과
, subsp. ,

등의 고온성 유산균들에 의해 생산된다(31,32).현재 dextran,xanthan,gellan,
pullulan,yeastglucans등이 산업적으로 중요하게 사용되어지고 있는데,특히 dextran
은 석유회수 증진제,유화제,점착제,물성 조절제,혈장증량제 등에 오래전부터 사용되
어 왔으며,시럽과 캔디의 보습성 증진 및 설탕 결정 방지,껌과 젤리의 젤화,아이스
크림의 빙결방지,유체식품의 물성조절 등 식품공업에서도 활발히 이용되고 있다.(37,
40) 또한, 로부터 생산되는 xanthan과

에서의 gellan은 식품에서 그 독특한 rheological특성 때문에 이미 미국
FDA(UnitedStates,FoodandDrugAdministration)로부터 식품첨가물로 사용이 허가
되어 산업적으로 이용되어지고 있다(31,32).
최근에 와서는 EPS가 과거의 단순 물성기능소재로써가 아니고 생체 중요 정보물질

로서의 생리기능소재로서 주목받고 있다. 유산균중 의 EPS와
subsp. , var 로

부터 유래한 EPS들이 항암효과가 있다고 보고 하였다(28). 로부터 생산된



EPS의 경우 면역학적 효과가 있다고 하였고,항궤양 효과와 cholesterol저하 활성에 대
한 보고도 있다(5).지금까지 유산균으로부터 생성된 EPS에 관한 많은 연구가 이루어
졌다.그러나 대부분의 연구가 요구르트와 치즈 등과 같은 발효유제품의 물성기능소재
로서의 종균이용에 관한 것이거나 EPS생산 균주의 탐색이나 특성에 관한 연구도 거의
발효유제품에서 분리한 유산균에 국한되고 채소발효식품,특히 김치에서 분리한 경우
는 엄 등(14)에 의한 동치미에서의 고활성 dextransucrase를 생성하는

와 김 등(4)이 보고한 김치로부터 dextran생성 의 분
리에 관한 보고정도이다.
김치는 배추나 무를 주원료로 마늘,생강,파,고춧가루,젓갈 등 다양한 향신료를

첨가하여 일정기간 발효시킨 우리나라 고유의 발효식품이며,이들 원료와 미생물의 작
용에서 유래되는 성분이 잘 조화되어 고유의 맛을 나타내게 된다(41,45).이러한 채소
발효식품과 관련된 미생물 중 유산균들은 그 영양학적 및 약리학적 장점들이 부각되고
있으며,김치의 기능성과 효능에 관한 연구결과들이 활발하게 진행되면서 유산균의 활
용에 대한 인식이 재평가되고 있다.김치발효과정에 관여하는 유산균은 유산과 단백질
분해효소에 의해 쉽게 분해 되지만 안정성이 높은 bacteriocin과 H2O2및 diacetyl생성
으로 인한 항균작용을 나타낸다(41).또한 면역기능 강화(44),혈중 cholesterol저하(24),
간 기능 항진작용(3),항암작용(26),항산화작용(27)등의 다양한 건강 증진 기능이 보
고 되고 있다.최근에는 유산균 특징 중에 probiotics라는 기능적인 측면에 관심이 모
아지고 있다.Probiotics는 살아있는 균주를 섭취한다는 점에서 항생제의 첨가로 야기
될 수 있는 잔류 및 내성문제를 해결하는 항박테리아제로 장내 미생물군의 균총 유지
와 대장균의 감소를 통한 성장촉진제라 할 수 있다(30,41).따라서 probiotics의 기능
성을 지니는 유산균들을 김치 담금 시 종균으로 이용하면 장내 정착이 가능하여 정장
작용을 높일 수 있을 것으로 생각되어진다.
본 연구에서는 EPS가 극한 생존환경에서 자기 방어 물질로서 작용하는 것에 착안

하여 EPS생성 유산균이 낮은 pH의 위산에서와 소장에 분비된 담즙에서 생존하여
probiotics로 기능할 수 있을 것을 기대하여,김치로부터 분리된 유산균 중 3종의 EPS
생성 유산균주를 선별하고 내산성,인공위액 및 인공담즙 저항성 시험을 통하여 정장



의 효과 유무를 조사하였으며,나아가 기능성 물질로서의 EPS를 분리,정제하여 그 특
성을 규명하고자 한다.



제제제 222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...EEEPPPSSS생생생성성성균균균주주주의의의 분분분리리리

김치로부터 분리되어 유산균으로 확인된 김치유산균주를 sucrose(tryptone10g,
yeastextract5g,dipotassium phosphate5g,diammonium citrate5g,sucrose50
g/1L,pH 7.0)고체배지에 도말하여 30℃에서 48시간 배양한 후,mucoidcolony를 나
타내는 점질균을 선정하고,다시 sucrose액체배지에서 점성물질을 분비하는 것을 확
인하여 EPS생성균주로 선정하였다.분리 균주는 MRS(Difco,France)액체배지에 배
양한 후 대수기에 있는 배양액에 glycerol이 25%(v/v)가 되게 첨가하여 -70℃에서 보
관하였으며,실험에 사용할 경우 5mL MRS 액체배지에 접종하여 30℃에서 24시간
배양한 후 MRS액체배지에 1차 계대하고,다시 sucrose액체배지에 2차 계대하여 30℃
에서 48시간 배양하여 사용하였다.

222...EEEPPPSSS생생생성성성균균균주주주의의의 동동동정정정

분리된 EPS생성균주는 그람염색(Gram stainkit,BD Co.,USA)을 비롯한 형태학
적 특성,APIkit(50CHL,BiomérieuxCo.,France)을 이용한 생화학적 특성 및 16S
rDNA 염기서열 분석을 통하여 동정하였다.16SrDNA 염기서열 분석을 위한 분리균
으로부터의 genomicDNA 추출은 GenomeDNA kit(Q-Biogene,USA)을 사용하였다.
분리균의 동정을 위한 16SrDNA 증폭용 primer는 유산균속 특이적 primer(Table1)
들을 사용하였다.PCR은 Palmcycler(CorbettReaserch,Australia)을 사용하여 수행하
였다.온도조건은 95℃에서 5분간 pre-denaturation을 수행하고 95℃ 30초,61℃ 30초,



72℃ 1분 30초의 과정을 30회 반복한 후,72℃ 10분간 post-elongation을 실행하였다.
PCR에 의하여 증폭된 단편은 Qiaquikgelextractionkit(QiagenCo.,Germany)을 사
용하여 회수한 후 pGEM-T easyvector(PromegaCo.,USA)에 ligation하였다.
TG1을 숙주세포로 사용하여 형질전환 하였으며,항생제(ampicillin,50㎍/mL)가 함유
된 LB고체배지에 도말하여 37℃에서 12시간 평판배양하였다.LBAP고체배지에 형성
된 colony는 50㎍/mL의 ampicillin이 함유된 LB액체배지에 37℃에서 12시간 진탕배
양하여 Qiaprepspinminiprepkit(QiagenCo.,Germany)으로 plasmidDNA를 추출하
였다.재조합 plasmid는 제한효소 Ⅰ(TaKaRaCo.,Japan)으로 digestion하여 삽
입된 단편의 크기를 확인한 후 한국기초과학지원연구원에 의뢰하여 염기서열을 결정하
였다.염기서열의 상동성 검사는 GeneBankdatabase에 등록된 정보를 대상으로 Blast
program(16)에 의해 실행하였다.



TTTaaabbbllleee111...SSSeeeqqquuueeennnccceeesss ooofffttthhheeeooollliiigggooonnnuuucccllleeeoootttiiidddeeeppprrriiimmmeeerrrsss uuussseeeddd fffooorrr
PPPCCCRRRaaammmpppllliiifffiiicccaaatttiiiooonnnooofff111666SSSrrrDDDNNNAAA

PPPrrriiimmmeeerrrsss OOOllliiigggooonnnuuucccllleeeoootttiiidddeeessseeeqqquuueeennnccceeesss(((555′′′→→→ 333′′′)))

LLLeeeuuuPPP
Forward:GCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCG

Reverse:GACCCGGGAACGTATTCACCGCGGC



GenomicDNA extraction
↓

PCRamplificationof16SrDNA usingLABspecificprimer
↓

purificationofPCRproduct
↓

PCRfragmentligationtopGEM-TEasyVector
↓

transformationtothe strainTG1
↓

incubationonLBplatescontaining50㎍/mLampicillin
↓

transformanttoothpickingintoLBbrothcontaining50㎍/mLampicillin
↓

incubationfor12hoursat37℃
↓

preparationofrecombinantplasmidDNA
↓

confirmationoftheinsertDNA bydigestionwithrestrictionenzymeEcoRⅠ
↓

getthesequencedatacommissiontoKoreaBasicInstitute
↓

sequencedatabasesearchesinGeneBankusingtheprogram BLAST

FFFiiiggguuurrreee111...111666SSSrrrDDDNNNAAA ssseeeqqquuueeennnccciiinnngggppprrroooccceeeddduuurrreeefffooorrrttthhheeeiiisssooolllaaatttiiiooonnnooofff
ssstttrrraaaiiinnnsss



333...EEEPPPSSS생생생성성성균균균주주주의의의 특특특성성성

111)))배배배양양양시시시간간간에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

분리균주의 배양시간에 따른 생육도를 조사하기 위하여 MRS액체배지에 분리균주
를 1%(v/v)접종하여 30℃에서 36시간 정치배양 하면서 매 3시간마다 A600에서 흡광도
를 측정하여 변화를 조사하였다.흡광도는 실험에서의 오차를 줄이기 위해 분리균주를
3번씩 배양하여 측정하였다.

222)))배배배지지지의의의 NNNaaaCCClll농농농도도도에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

배지의 초기 NaCl농도가 분리균주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여,
NaCl을 0,1,3,5및 7%(w/v)로 첨가한 MRS액체배지에 분리균주를 1%(v/v)접종하
여 30℃에서 24시간 정치배양한 후 A600에서 흡광도를 측정하여 생육도를 확인하였다.
흡광도는 실험에서의 오차를 줄이기 위해 분리균주를 3번씩 배양하여 측정하였다.

333)))배배배지지지의의의 초초초기기기 pppHHH에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

배지의 초기 pH가 분리균주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여,1N NaOH
또는 1N HCl로 pH 4.0,5.0,6.0,6.5,7.0및 10.0으로 보정한 MRS액체배지에 분리
균주를 1%(v/v)접종하여 30℃에서 24시간 정치배양한 후 A600에서 흡광도를 측정하여
생육도를 확인하였다.흡광도는 실험에서의 오차를 줄이기 위해 분리균주를 3번씩 배
양하여 측정하였다.



444...분분분리리리균균균주주주의의의 장장장내내내 정정정착착착성성성

111)))내내내산산산성성성 및및및 인인인공공공위위위액액액 저저저항항항성성성

분리균주의 산 저항성 시험은 우선 단순 산성 pH에 대한 내성의 측정은 1N HCl
을 사용하여 pH 3.0으로 조정한 0.05M sodium phosphate용액 하에서 시행하였다
(23).인공위액 하에서의 저항성은 체내 소화관 조건과 유사한 환경에서 측정하기 위하
여 인공위액을 조제하여 실시하였다.인공위액의 조제는 Kobayashi등의(29)방법을 변
형하여 1N HCl을 사용하여 pH 3.0으로 조정한 MRS액체배지에 pepsin(SigmaCo.,
USA)을 1,000unit/mL되도록 첨가하였다.EPS생성을 위해 분리균주를 sucrose액
체배지에 1%(v/v)접종하여 30℃에서 48시간 배양한 후 원심분리(9,950×g,5min)하여
상징액을 제거하고 균체를 회수한 다음 pH 3.0의 0.05M sodium phosphate용액과
인공위액을 각각 상징액과 동량으로 첨가하여 30℃에서 2시간 배양하였다.2시간 배양
후 생균수를 측정하여 내산성과 인공위액에 대한 저항성을 비교하였다.생균수는 적정
비율로 희석하여 3번씩 측정하였다.대조군으로는 분리균주가 EPS를 생성하지 않은
상태로서 MRS전 배양액 (30℃,24시간)을 사용하여 동일하게 처리하였다.

222)))인인인공공공담담담즙즙즙 저저저항항항성성성

인공담즙의 조제는 MRS액제배지에 0.45㎛ filter(MiliporeCo.,USA)로 여과 제
균된 Oxgall(SigmachemicalCo.,USA)용액을 0.3%,0.5%가 되도록 첨가하였다.(36)
분리균주의 인공담즙에 대한 내성은 sucrose전 배양액과 인공위액에서 2시간 동안 배
양한 배양액을 각각 원심분리(9,950×g,5min)하여 상징액을 제거하고 균체를 회수한
후 인공담즙액을 상징액과 동량으로 첨가하여 30℃에서 24시간 배양하였다.24시간 배
양 후 생균수를 측정하여 인공담즙에 대한 저항성을 비교하였다.생균수는 적정비율로
희석하여 3번씩 측정하였다.대조군으로는 분리균주가 EPS를 생성하지 않은 상태로서
MRS전 배양액 (30℃,24시간)을 사용하여 동일하게 처리하였다.



555...EEEPPPSSS의의의 분분분리리리

111)))EEEPPPSSS

분리균주로부터 생성된 EPS의 분리는 균체 배양액을 4℃에서 원심분리(9,950×g,
25min)하여 균체를 제거하고,EPS를 침전시키기 위해 회수한 상징액에 2배량의 냉각
된 95% 에탄올을 서서히 가하여 4℃에서 15시간 침전시켰다.침전물은 원심분리
(9,950×g,25min,4℃)하여 회수하고,남은 에탄올을 건조시킨 후 동결건조(Samwon
freezingengineeringCo.,Korea)하여 이를 crudeEPS로 하였다(47).

222)))정정정제제제

분석을 위한 EPS의 정제과정은 다음과 같다. 균체배양액에 trichloloacetic
acid(SigmachemicalCo.,USA)를 최종농도가 4%(w/v)가 되도록 첨가하고 4℃에서 2
시간 처리한 후 원심분리(9,950×g,25min,4℃)하여 균체와 침전된 단백질을 제거하였
다.상징액은 회수한 후 0.2㎛ filter(MiliporeCo.,USA)로 여과하여 남은 단백질을 제
거하고,2배량의 냉각된 95% 에탄올을 서서히 가하여 4℃에서 15시간 침전시켰다.침
전물은 원심분리(9,950×g,25min,4℃)하여 회수하고,남은 에탄올을 건조시킨 후 3차
증류수에 용해하여 dialysis-sack(M.W.cutoff10,000,Spectra/Por6 membrane,
Spectrum Laboratories,USA)에 넣어 4℃,24시간 동안 투석시킨 다음 동결건조 하였
다(50).



666...EEEPPPSSS의의의 특특특성성성

111)))총총총 당당당

정제된 EPS의 총당 확인은 Dubois등의(35)phenol-sulfuricacid법으로 측정하였
다.물에 용해시킨 EPS용액 1mL에 동량의 5%(w/v)phenol(FlukaCo.,USA)을 가한
후 즉시 진한 황산 5mL를 넣고 10분간 정치한 후 25℃ waterbath에서 10분 처리하
여 A490에서 흡광도를 측정하였다.흡광도는 실험에서의 오차를 줄이기 위해 각각 3번
씩 반응시켜 측정하였다.표준물질로는 glucose를 사용하였다.

222)))총총총 단단단백백백질질질

EPS의 총 단백질은 Schacterle및 Pollack(10)방법을 이용하여 측정하였다.물에 용
해시킨 EPS용액 1mL에 동량의 alkalinecopper용액을 넣고 10분간 정치한 후 phenol
workingsolution4mL를 즉시 가하여 55℃ waterbath에서 5분 처리한 후 즉시 식혀
서 A650에서 흡광도를 측정하였다.흡광도는 실험에서의 오차를 줄이기 위해 각각 3번
씩 반응시켜 측정하였다.표준물질로는 bovinealbumin(FractionV,Sigma)을 사용하
였다.

333)))구구구성성성 당당당 확확확인인인

EPS의 구성 당을 확인하기 위하여 EPS가수분해물을 제조 후 TLC 및 HPLC를
이용하여 분석하였다(37).EPS의 가수분해는 2N 황산으로 100℃에서 3～6시간 동안
실시하였으며,1N NaOH로 중화하고 0.45㎛ filter(MiliporeCo.,USA)로 여과하여
시료로 사용하였다.TLC는 준비된 시료를 TLC plate(WhatmanK5F,150Å)에 1 μL
점적한 후 전개용매 acetone:butanol:water(4:5:2)로 2번 전개시킨 다음,



0.5%(w/v)α-naphthol과 0.5%(v/v)황산을 포함한 에탄올 용액에 담그고 건조시킨 후
120℃ 오븐에서 10분간 발색시켜 spot의 위치를 확인하였다(14).HPLC는 분석 column
으로 carbohydrateanalysiscolumn(3.9mm ×300mm.Waters)을 사용하였으며 이동
상으로는 80%(v/v)acetonitrile을 사용하였다.이동상의 유속은 1.5mL/min으로 하였
으며,시료는 autosampler(MIDAS 830)를 이용하여 20 μL 주입하여 RI(Regractive
Index)검출기로 검출하였다.



TTTaaabbbllleee222...OOOpppeeerrraaatttiiinnngggcccooonnndddiiitttiiiooonnnsssooofffHHHPPPLLLCCCaaannnaaalllyyysssiiisssfffooorrrsssuuugggaaarrr
cccooommmpppooosssiiitttiiiooonnndddeeettteeerrrmmmiiinnnaaatttiiiooonnnooofffEEEPPPSSS

Column

Elute
Flow rate
Detector
Columntemperature
RIdetectortemperature
Injectionvolume

Carbohydrateanalysis
column(Waters)
Acetonitrile(80%,v/v)
1.5mL/min
RIdetector
35℃
35℃
20μL



444)))점점점도도도

생성된 EPS의 점도는 Brookfieldviscometer(LVDVⅡ+Pro,USA)에 smallsample
adapter를 부착하여 spindleNo.18을 사용하여 측정하였다.점도의 측정은 sucrose배양
액의 상징액과 생징액을 에탄올 침전하여 회수한 crudeEPS,정제 EPS에 대하여 실
시하였다.에탄올 침전하여 회수한 crudeEPS와 정제 EPS는 각각 3차 증류수 25mL
와 10mL에 용해하여 측정하였다.점도는 실험에서의 오차를 줄이기 위해 각각의
EPS를 3번씩 준비하여 측정하였다.또한,EPS생산량에 따른 점도의 차이에 대비하여
동일농도에 대해서도 측정을 수행하였다.



제제제 333장장장 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

111...EEEPPPSSS생생생성성성 균균균주주주의의의 분분분리리리

김치로부터 분리한 유산균 중에서 EPS생성 균주를 선별하기 위해 sucrose고체배
지에 도말하여 30℃에서 48시간 배양하였다.그 결과 점질성 집락을 나타내는 균을 3
종 분리하였다(Fig.2).분리한 3종의 분리균주는 편의상 GJ2,C3,C11이라 명칭하였
다.



FFFiiiggguuurrreee222...IIIsssooolllaaatttiiiooonnnooofffEEEPPPSSSppprrroooddduuuccciiinnngggLLLAAABBBfffrrrooommm kkkiiimmmccchhhiii
1.IsolateGJ2grownonsucrosemedium containing5% sucrose.
2.IsolateC3grownonsucrosemedium containing5% sucrose.
3.IsolateC11grownonsucrosemedium containing5% sucrose.

111...

222... 333...



222...EEEPPPSSS생생생성성성 균균균주주주의의의 동동동정정정

EPS생성 분리균주의 형태학적,생화학적 특성 및 16SrDNA 염기서열 분석을 통
한 결과는 다음과 같다.분리균주들을 MRS배지에 접종하여 24시간 혐기 배양하고,
Gram 염색하여 광학현미경으로 관찰한 결과 (Table3,Fig.3)3종 모두 그람양성 구
균이었으며,colony는 둥근형으로 표면은 매끈하며 GJ2,C3는 우유빛을,C11은 흰색을
나타냈다.생화학적 특성으로 API50CHLkit을 사용하여 당 대사능을 검토한 결과는
Table4에 나타내었다.분리균주의 16SrDNA 염기서열은 GJ2는 총 1,306bp를,C3는
총 1,359bp를,C11은 총 1,359bp를 결정한 후 읽어진 16S rDNA 서열분석은(Fig.
4-6)Blastprogram을 사용하여 상동성을 검색하였다.분리균주 GJ2,C3,C11은 각각

AF179386과 99%, AF111949와 99%,
AB023246과 99%의 높은 상동성을 나타내었으며,Fig.7

에 16SrDNA 염기서열을 기초로 한 다른 bacteria와의 계통발생론적 관계를 나타내었
다.
EPS 생성 분리균주 GJ2,C3,C11의 당 대사능을 포함한 일반적인 특성과 16S

rDNA 염기서열을 분석한 결과 각각 , ,
로 동정되었으며, 그 결과 GJ2, C3, C11을 각각

GJ2, C3, C11
로 명명하였다.



TTTaaabbbllleee333...MMMooorrrppphhhooolllooogggiiicccaaalllaaannndddcccuuullltttuuurrraaalllccchhhaaarrraaacccttteeerrriiissstttiiicccsssooofff
iiisssooolllaaattteeedddssstttrrraaaiiinnnsssGGGJJJ222,,,CCC333aaannndddCCC111111

ccchhhaaarrraaacccttteeerrriiissstttiiicccsss GGGJJJ222 CCC333 CCC111111

Gram-stain

Morphology

Colony

Colony
surface

Colony
color

colony
opacity

+

coccus

circular

smooth

milk
color

opaque

+

coccus

circular

smooth

milk
color

opaque

+

coccus

circular

smooth

white
color

opaque



FFFiiiggguuurrreee333...GGGrrraaammm ssstttaaaiiinnniiinnngggooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeedddssstttrrraaaiiinnnsss
1.IsolateGJ2,2.IsolateC3,3.IsolateC11
Gram stainkit,BDCo.,USA
magnification:×1,000
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TTTaaabbbllleee444...SSSuuugggaaarrruuutttiiillliiizzzaaatttiiiooonnnccchhhaaarrraaacccttteeerrriiissstttiiicccsssooofffttthhheeeiiisssooolllaaattteeedddssstttrrraaaiiinnnsss
GGGJJJ222,,,CCC333aaannndddCCC111111

Incubationat30℃ for48hours
+:positivereaction,-:negativereaction

RRReeeaaaccctttiiiooonnn GGGJJJ222CCC333CCC111111 RRReeeaaaccctttiiiooonnn GGGJJJ222CCC333CCC111111
control - - - Esculine + + +
Glycerol - - - Salicine + + +
Erythritol - - - Cellobiose + + -
D-Arabinose - - - Maltose - + +
L-Arabinose + + + Lactose - - +
Ribose + - + Melibiose - - +
D-Xylose - - + Saccharose + + +
L-Xylose - - - Trehalose + - +
Adonitol - - - Inuline - - -

β-Methyl-xyloside - - - Melezitose - - -
Galactose - - + D-Raffinose - - +
D-Glucose + + + Amidon - - -
D-Fructose + + + Glycogene - - -
D-Mannose + + + Xylitol - - -
L-Sorbose - - - β -Gentiobiose + + -
Rhamnose - - - D-Turanose + - +
Dulcitol - - - D-Lyxose - - -
Inositol - - - D-Tagatose - - -
Mannitol - + + D-Fucose - - -
Sorbitol - - - L-Fucose - - -

α-Methyl-D-mannoside - - - D-Arabitol - - -
α-Methyl-D-Glucoside + + + L-Arabitol - - -
N-Acetylglucosamine + + + Gluconate + + +

Amygdaline + + - 2keto-gluconate + - +
Arbutine + + + 5keto-gluconate + - -



FFFiiiggguuurrreee444...DDDNNNAAA ssseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeaaammmpppllliiifffiiieeeddd111666SSSrrrDDDNNNAAA fffrrrooommm iiisssooolllaaattteee
GGGJJJ222



FFFiiiggguuurrreee555...DDDNNNAAA ssseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeaaammmpppllliiifffiiieeeddd111666SSSrrrDDDNNNAAA fffrrrooommm iiisssooolllaaattteee
CCC333



FFFiiiggguuurrreee666...DDDNNNAAA ssseeeqqquuueeennnccceeeooofffttthhheeeaaammmpppllliiifffiiieeeddd111666SSSrrrDDDNNNAAA fffrrrooommm iiisssooolllaaattteee
CCC111111



FFFiiiggguuurrreee 777...PPPhhhyyylllooogggeeennneeetttiiiccc rrreeelllaaatttiiiooonnnssshhhiiippp bbbeeetttwwweeeeeennn
GGGJJJ222,,, CCC333,,, CCC111111aaannnddd
ooottthhheeerrrrrreeelllaaattteeedddbbbaaacccttteeerrriiiaaabbbaaassseeedddooonnn111666SSSrrrDDDNNNAAA ssseeeqqquuueeennnccceee

Leuconostoc  mesenteroides (AB023246)

Leuconostoc  mesenteroides  (AY675249) 

Leuconostoc  mesenteroides C11

Leuconostoc  pseudomesenteroides  (AF468002)

Leuconostoc  fallax   (AY929287)

Leuconostoc  gasicomitatum   (AF231132) 

Leuconostoc  inhae   (AY675244) 

Leuconostoc  carnosum (AB022925)

Leuconostoc  kimchii (AF173986)

Leuconostoc  kimchii GJ2

Leuconostoc  citreum   (AF111949) 

Leuconostoc  citreum C3

Leuconostoc  citreum   (AB022923) 

Leuconostoc  lactis (AB023968)

Leuconostoc  lactis  (M23031)

Leuconostoc  garlicum  (AY456086)

Leuconostoc  argentinum  (AF175403) 0.01

Leuconostoc sp. CR-310S  (AF349931)

Leuconostoc  mesenteroides (AB023246)

Leuconostoc  mesenteroides  (AY675249) 

Leuconostoc  mesenteroides C11

Leuconostoc  pseudomesenteroides  (AF468002)

Leuconostoc  fallax   (AY929287)

Leuconostoc  gasicomitatum   (AF231132) 

Leuconostoc  inhae   (AY675244) 

Leuconostoc  carnosum (AB022925)

Leuconostoc  kimchii (AF173986)

Leuconostoc  kimchii GJ2

Leuconostoc  citreum   (AF111949) 

Leuconostoc  citreum C3

Leuconostoc  citreum   (AB022923) 

Leuconostoc  lactis (AB023968)

Leuconostoc  lactis  (M23031)

Leuconostoc  garlicum  (AY456086)

Leuconostoc  argentinum  (AF175403) 0.010.01

Leuconostoc sp. CR-310S  (AF349931)



333...EEEPPPSSS생생생성성성균균균주주주의의의 특특특성성성

111)))배배배양양양시시시간간간에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

분리균주 GJ2, C3, C11을 30℃에서
36시간 정치배양하며,매 3시간마다 흡광도를 측정하여 배양시간에 따른 생육도를 조
사하였다.흡광도는 3번씩 배양한 균주를 측정하여 평균치로 나타내었다.측정결과
Fig. 8과 같이 3종의 분리균주 GJ2, C3,

C11는 3시간부터 12시간까지 대수적으로 증가하였으며 12-15시간에서
최대가 되었고,그 이후에는 정지기로 들어가는 것을 관찰할 수 있었다.

222)))배배배지지지의의의 NNNaaaCCClll농농농도도도에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

NaCl이 균주의 성장에 미치는 영향을 검토하기 위해 MRS액체배지에 NaCl을 0,
1,3,5,7%가 되게 첨가하여 30℃에서 24시간 정치배양하여 GJ2,

C3, C11의 생육도를 조사하였다.흡광도는 3번씩 배양한
균주를 측정하여 평균치로 나타내었다.측정결과 Fig.9와 같이 3균주 모두 NaCl농도
0%에서 3%범위에서 잘 생육하였으며 생육 최적 NaCl농도는 GJ2와

C11은 0%이나, GJ2의 경우 1%에서도 0%와 비슷한
생육도를 보였으며 그 이후로는 점차 감소하는 경향을 보였다. C3는 1%
로 NaCl이 적정농도로 첨가되었을 때 더 잘 생육하는 것으로 나타났다.



333)))배배배지지지의의의 초초초기기기 pppHHH에에에 따따따른른른 생생생육육육도도도

1N NaOH 또는 1N HCl로 pH 4.0,5.0,6.0,6.5,7.0,10.0으로 보정한 MRS액체
배지에 30℃에서 24시간 정치배양하여 GJ2, C3,

C11의 생육도를 조사하였다.흡광도는 3번씩 배양한 균주를 측정하여
평균치로 나타내었다.측정결과 Fig.10과 같이 C3는 pH 6.0에서부터
pH 7.0까지의 범위에서 잘 생육하였으며,생육 최적 pH는 7.0이었다.
GJ2와 C11은 pH 6.0에서부터 pH 10.0까지의 범위에서도 잘 생육
하였으며 생육 최적 pH는 C11은 7.0이었고, GJ2는
10.0으로 알칼리 영역에서 가장 잘 생육하는 것으로 나타났다.



FFFiiiggguuurrreee888...GGGrrrooowwwttthhhcccuuurrrvvveeesss GGGJJJ222,,, CCC333
aaannnddd CCC111111iiinnnMMMRRRSSSbbbrrrooottthhhaaattt333000℃℃℃
Allvaluesweremean±S.E.(n=3)
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FFFiiiggguuurrreee999...EEEffffffeeeccctttsssooofffNNNaaaCCClllooofffttthhheeegggrrrooowwwttthhhmmmeeedddiiiaaaooonnn
ttthhheeegggrrrooowwwttthhhooofff GGGJJJ222,,, CCC333
aaannnddd CCC111111
IncubationinMRSbrothcontaining0～7% NaClat30℃ for24hours
Allvaluesweremean±S.E.(n=3)
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FFFiiiggguuurrreee111000...EEEffffffeeeccctttsssooofffiiinnniiitttiiiaaalllpppHHH ooofffttthhheeegggrrrooowwwttthhhmmmeeedddiiiaaaooonnn
ttthhheeegggrrrooowwwttthhhooofff GGGJJJ222,,, CCC333aaannnddd

CCC111111
IncubationinMRSbrothtoadjustthepH 4～10at30℃ for24hours
Allvaluesweremean±S.E.(n=3)
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444...분분분리리리균균균주주주의의의 장장장내내내 정정정착착착성성성

111)))내내내산산산성성성 및및및 인인인공공공위위위액액액 저저저항항항성성성

구강을 통하여 섭취된 균이 최종 목적 부위인 장에 도달하기 위해서는 강산성의 위
액을 통과하여 생존해야 한다.따라서 3종의 분리 균주 GJ2,

C3, C11에 대하여 단순 산성 pH에 대한 내성을 측정하
기 위하여 pH 3.0으로 조정한 0.05M sodium phosphate용액과 위액에 대한 내성을
알아보기 위하여 pepsin(1,000unit/mL)이 함유된 인공위액을 제조하여 저항성 시험을
실시하였다.산 저항성 여부는 생균수를 측정하여 비교한 것으로,생균수는 적정비율로
희석하여 3번씩 측정한 것을 평균치로 나타내었다.그 결과 Fig.11,12에 나타난바와
같이 sucrose배지에서 전 배양되어 EPS를 생성한 3종의 분리균주는 0.05M sodium
phosphate용액과 인공위액에서 2시간이 지난 후에도 사멸하지 않고 초기균수(108

CFU/mL)를 유지하며 높은 저항성을 나타내었다.이는 위에서 생존하여 장으로 이동
할 수 있다는 가능성을 제시한 결과라 할 수 있겠다.순수한 위액의 pH는 1.4-2.0정
도로 거의 대부분 미생물은 여기에서 사멸하게 되지만 섭취한 음식물의 완충작용으로
인해 위의 pH가 높아진다는 것을(19)고려한다면 생존율은 더욱 높아질 것으로 사려
된다.반면 대조군으로서 MRS배지에서 전 배양되어 EPS를 생성하지 않았을 때의 경
우 1-2logcycle감소현상을 보이며,위내에서의 생존 가능성이 분리균주의 EPS생성
으로 인한 균체 보호막 작용에 의한 결과라고 판단하였다.
지금까지 산에 대한 강한 내성을 지님으로써 probiotics로 기능할 수 있는 유산균들

이 많이 연구되어졌다.그러나 이들 균들의 분리원이 동물의 장이나 분변에서 분리한
것이거나 식품에서 분리한 경우도 대부분 발효유제품에서 분리한 것이고,김치에서 분
리한 유산균의 경우는 이 등(45)의 보고가 있지만 인공위액 처리 시 초기 균수 109

CFU/mL에서 107-109CFU/mL을 나타내며 대체로 1-2logcycle감소하며 비교적 낮
은 생존율을 보였다.다른 결과로 김 등(42)이 보고한 김치유산균과 정 등(49)이 보고
한 동치미에서 분리한 sp.FF-3의 경우 인공위액 처리 후에도 초기균수



를 유지하며 높은 저항성을 나타내는 보고도 있지만 본 연구의 경우 분리균주
GJ2, C3, C11의 산성 환경에서의 높은 저항

성이 EPS생성으로 인하여 증가되었다는 점에서 볼 때 타 연구와 차별화 할 수 있겠
다.



FFFiiiggguuurrreee111111...AAAccciiidddtttooollleeerrraaannnccceeeooofffttthhheeeEEEPPPSSSppprrroooddduuuccciiinnngggiiisssooolllaaattteeesss
iiinnn000...000555MMM sssooodddiiiuuummm ppphhhooosssppphhhaaattteee(((pppHHH 333...000)))
Allvaluesweremean±S.E.(n=3)
1.PrecultureinMRSmedium at30℃ for24hours
2.Precultureinsucrosemedium at30℃ for48hours
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FFFiiiggguuurrreee111222...SSSuuurrrvvviiivvvaaalllooofffttthhheeeEEEPPPSSSppprrroooddduuuccciiinnngggiiisssooolllaaattteeesssiiinnn
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222)))인인인공공공담담담즙즙즙 저저저항항항성성성

EPS생성 균주의 인공위액에서의 높은 생존율로 인해 위를 통과하여 장으로 이동
할 수 있을 것으로 예측하였다.위를 거쳐 장에 도달하기 위해서는 그 전에 췌장과 십
이지장을 통과하게 되는데,이 부위에서는 담즙액이 분비된다.따라서 최종적으로 장내
로 들어오기 위해서는 담즙액에 대한 내성 또한 갖추어야 할 중요한 특성이다.
Gilliland등은 probiotic생균이 가져야할 담즙액에 대한 내성은 oxgall이 0.3% 함유된
배지에서 성장할 수 있다고 보고한바 있다(11).실제로 probiotic생균으로서의 기능을
정상적으로 수행하려면 장내 담즙의 농도(0.6g/L)보다 훨씬 많은 oxgall이 함유된 배
지에서 성장할 수 있는 내성을 가져야 한다(15).
인공담즙에 대한 저항성을 측정하기 위하여 분리균주 GJ2,

C3, C11의 sucrose배지에서의 전 배양액과 동일한 상태
로 전 배양되어 인공위액 저항성 시험을 거친 배양액을 각각 0.3%(v/v)와 0.5%(v/v)
oxgall이 함유된 MRS에 30℃에서 24시간 동안 배양하였다.저항성 여부는 생균수를
측정하여 비교한 것으로,생균수는 적정비율로 희석하여 3번씩 측정한 것을 평균치로
나타내었다.그 결과 두 상태의 배양액 모두 0.3%와 0.5% oxgall함유 인공담즙에서
24시간동안 초기균수를 유지하며 높은 담즙액 저항성을 나타냈다(Fig.13-15).정 등
(49)이 보고한 동치미에서 분리한 sp.FF-3이 인공위액에서의 저항성이
높은 반면 인공담즙에서의 생존율이 6%로 나타난 점에 비하면 본 연구에서의 분리균
주 GJ2, C3, C11는 높은 내산성의 기
능을 지니면서 동시에 담즙에 대한 높은 저항성을 나타내어 probiotics로의 기능을 갖
추었다고 할 수 있다.반면 대조군으로 MRS배지에서 전 배양되어 EPS를 생성하지
않았을 때의 경우 1-2logcycle감소현상을 보이며 분리균주의 EPS생성으로 인한
효과가 위액에서 뿐만 아니라 높은 농도의 담즙에서도 생존할 수 있음을 보여준다.
따라서 본 실험에서 분리한 EPS 생성균주 GJ2, C3,

C11은 강산성의 위액과 담즙액에서 생존함으로써 probiotics로서
의 기능을 갖추어 목적부위인 장에 도달하여 인체에 정장작용을 할 수 있을 것으로 기
대된다.
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111)))분분분리리리 및및및 정정정제제제

분리균주를 sucrose액체배지에 1% 접종하여 30℃에서 24시간 배양한 후,회수한
점질성의 상징액에 2배량의 에탄올을 가하여 침전시킴으로서 crude EPS를 얻었
다.(Table5)EPS의 생성량은 분리균주를 각각 3번씩 배양하여 회수한 EPS를 정량하
여 평균치로 나타냈다.이는 기존에 보고되어진 유산균으로부터 생성된 EPS가 1～2
g/L정도(9,34,47,50)에 그치는 반면 본 연구에서의 분리 균주 GJ2,

C3, C11의 경우 탄소원으로 유일하게 sucrose를 이
용하여 각각 21.49g/L,16.46g/L,22.98g/L로 10배 이상의 높은 생산량을 보이며 산
업적으로 활용할 경우 그 이용가치가 훨씬 크다고 할 수 있겠다.
PCSIR-3이 미량원소 성분으로 K2HPO4,NaCl,MnSO4․H20,FeSO4․H2O존재하에서
3.48 g/100 mL의 EPS생성량을 나타내는 보고가(41) 있지만 탄소원으로 10%의
sucrose를 사용했을 때의 결과이며,특히 김치에서 분리한 유산균에서의 EPS생성에
관한보고는 엄 등(14)에 의한 동치미에서의 고활성 dextransucrase를 생성하는

가 sucrose존재 시 dextransucrase를 분비하여 dextran을 생성하고 또
한 당 전이 반응에 의해 isomaltooligosaccharide를 생성하는데,이에 관여하는
dextransucrase의 활성에 관한 보고정도이며 김 등(4)에 의한 김치로부터 dextran생성

분리에 관한 보고가 있으나 이는 dextran생성능이 없다고 알려진
에서 dextran을 생성하는 를 분리한 것에 대한 보고로 생성 dextran에

관한 연구는 이루어지지 않았다.
EPS의 물질 규명을 위하여 최종농도 4%의 trichloroaceticacid로 단백질을 제거한

상징액에 에탄올을 가하여 분리한 EPS를 물에 녹여 dialysis를 통해 저염분자와 유리
당을 제거함으로서 정제하였다.정제 EPS는 분리균주를 각각 3번씩 배양하여 회수한
것을 정량하여 평균치로 나타냈다. GJ2, C3,

C11로부터 분리된 정제 EPS는 각각 14.61g/L,7.73g/L,4.77g/L로



단순 에탄올 침전으로 회수한 EPS보다 약 1.5～5배 정도 감소량을 보였으나(Table5)
이러한 결과는 의 경우 50-350㎎/L의 생성능을 나타냈다는 Cerning
등(3)의 결과와 ssp 가 164-263㎎/L정도의 EPS생성능을
나타냈다는 ZhennaiYang의 결과(50)및 ssp.SCU-M의 EPS생성능이
1,680㎎/L였다고 보고된 결과(18)보다 높은 EPS 생성량을 보였고,T.Smitinont등
(47)이 보고한 에서 2.5와 6.0g/L의 EPS를 생성한 것에 비
해서도 높은 생산량이라 할 수 있겠다.
정제된 EPS의 총 당과 총 단백질 함량은 3번씩 반응시켜 측정한 결과를 평균하여

백분율로 나타내었다.총 당 함량은 GJ2가 96.48% w/w로 가장 높게 나
타났으며 다음으로 C11이 91.05% w/w, C3가
89.38% w/w순으로 나타났으며,단백질 함량은 GJ2, C3,

C11이 각각 0.8% w/w,0.9% w/w,0.95% w/w로 아주 소량으로
서 서로 비슷하게 나타났다(Table5).
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*Valuesaremean±S.E.(n=3)
1.IsolationofEPSbyethanolprecipitation
2.PurifiedEPS

CCCuuullltttuuurrreee EEEPPPSSS(((ggg///LLL))) TTToootttaaalll
sssuuugggaaarrr(((ggg%%%)))

TTToootttaaalll
ppprrrooottteeeiiinnn(((ggg%%%)))1 2

GGGJJJ222
CCC333

CCC111111

21.49(±0.46)*

16.46(±0.79)
22.98(±0.72)

14.61(±0.09)
7.73(±0.09)
4.77(±0.08)

96.48(±0.49)
89.38(±0.33)
91.05(±0.28)

0.8(±0.26)
0.9(±1.04)
0.95(±0.45)
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EPS의 구성 당을 확인하기 위하여 산 가수분해한 EPS를 TLC와 HPLC를 사용하
여 분석하였다.TLC분석은 산 가수분해물을 TLC plate에 1 μL 점적하여 전개용매
(acetone:butanol:water,4:5:2)에 2번 전개하고 0.5% α-naphthol과 5% 황산이
함유된 에탄올로 발색시킨 결과 표준당과 함께 3종의 분리균주에서의 EPSspot을 확
인할 수 있었다.분리균주에서 생성된 EPS의 경우 3종 모두 표준당으로 사용한
glucose와 같은 전개율로 1개의 spot을 나타내어 1차적으로 glucose로만 이루어진
homo형의 EPS로 추정할 수 있었다(Fig.16).보다 정확한 분석을 위해 산 가수분해물
을 HPLC로 분석하였으며(Fig.17), GJ2, C3,

C11로부터 가수분해 된 EPS는 3종 모두 표준 당으로 사용한 glucose
와 같은 retentiontime의 단일 peak만을 나타내어 본 3종의 분리균주 모두 glucose로
만 이루어진 homo형의 EPS를 생성함을 확인할 수 있었다.
따라서 본 분리균주 GJ2, C3, C11

에서의 EPS는 다른 구성 당은 전혀 없고,glucose로만 구성되어 중합체를 형성하는
homo형의 polysaccharides인 것으로 결정되었다.



FFFiiiggguuurrreee111666...TTThhhiiinnnlllaaayyyeeerrrccchhhrrrooommmaaatttooogggrrraaammm aaafffttteeerrraaaccciiidddhhhyyydddrrrooolllyyysssiiisssooofff
ttthhheeeEEEPPPSSSppprrroooddduuuccceeedddbbbyyy GGGJJJ222,,, CCC333aaannnddd

CCC111111
Lane1:purifiedoffructose
Lane2:purifiedofglucose
Lane3:purifiedofgalactose
Lane4:purifiedofmannose
Lane5:acidhydrolysisproductofEPSfrom GJ2
Lane6:acidhydrolysisproductofEPSfrom C3
Lane7:acidhydrolysisproductofEPSfrom C11

111 222 333 444 555 666 777



111... 222...

333... 444...

gggllluuucccooossseee

FFFiiiggguuurrreee111777...HHHPPPLLLCCCccchhhrrrooommmaaatttooogggrrraaammm aaafffttteeerrraaaccciiidddhhhyyydddrrrooolllyyysssiiisssooofffttthhheeeEEEPPPSSS
ppprrroooddduuuccceeeddd bbbyyy GGGJJJ222,,, CCC333 aaannnddd

CCC111111
1.purifiedofglucose
2.acidhydrolysisproductofEPSfrom GJ2
3.acidhydrolysisproductofEPSfrom C3
4.acidhydrolysisproductofEPSfrom C11
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분리균주 GJ2, C3, C11로부터의
EPS가 모두 같은 종류의 당(glucose)으로 구성되었음에도 불구하고 서로 다른 형태의
EPS를 생성하였다.3종의 분리균주를 sucrose고체배지에서 배양하면
GJ2의 경우 물엿정도의 흐름을 가지는 투명한 형태의 EPS를 생성하고
C3는 불투명하면서 끈끈한 형태의 EPS를 생성하며, C11에서는
불투명 하면서 묽게 퍼지는 형태를 나타낸다.따라서 분리균주의 sucrose배양 상징액
과 에탄올 침전하여 회수한 crudeEPS,정제 EPS에 대해 점도를 측정해 보았다.점도
는 각각의 EPS를 3번씩 준비하여 측정한 결과를 평균치로 나타내었다.50 mL
sucrose배양액을 사용하여 각각의 상태별 EPS의 점도를 측정한 결과(Table6)분리
균주 GJ2, C3, C11의 배양 상징액은
각각 13.03cp,7.31cp,2.21cp였으며,crudeEPS에서는 각각 482.15cp,139.25cp,
5.39cp,정제 EPS에서는 각각 4,662cp,3,633cp,3.67cp로 전반적으로
GJ2로부터의 EPS가 가장 높은 점도를 나타냈으며, C11로부터의
EPS가 가장 낮은 점도를 보였다.그러나 이와 같은 결과는 각 분리균주로부터의 EPS
생성량에 따른 차이가 점도에 영향을 미쳤을 수 있으므로 각각의 분리균주로부터의
crudeEPS와 정제 EPS를 동일농도(4% w/v)로 조정한 것에 대해서도 점도를 측정하
였다.그 결과 C3에서의 crudeEPS와 정제 EPS가 각각 136.3cp,3,719
cp로 가장 높은 점도를 나타냈고, GJ2의 경우 각각 119.4cp,266.3cp였
으며, C11은 각각 3.57cp,6.07cp로 비교적 큰 차이를 보이며 가
장 낮은 점도를 나타냈다.이와 비슷한 결과로 Elisabeth J.의 연구(8)에 의하면

Rs와 Sts에서 생성된 EPS의 경우 galactose와 rhamnose
가 5 :2로 구성되어 같은 구조를 형성하지만 Rs는
non-ropy한 EPS를 Sts는 ropy한 EPS를 생성하는데,이
는 두 균주로부터 생성된 EPS의 분자량(Rs:2.6×103kDa,Sts:3.7×103kDa)의 차이에
의한 결과라고 보고하였다.한편,점도차이의 다른 요인으로서 생성 EPS들간의 결합구



조의 차이를 생각해 볼 수 있다.분리균주 GJ2, C3,
C11로부터의 EPS는 glucose를 구성당으로 하는 glucan type의

homopolysaccharide로 나타났다. 유산균으로부터 생성된 homopolysaccharide 중
glucantype으로는 dextran,mutan,alternan등이 있으며 주로 α-1,6,α-1,3,α-1,4및 α

-1,2glucosidic결합으로 구성된다(40).dextran의 경우 95%의 α-1,6결합으로 구성된
직선의 polysaccharose이며 α-1,2,α-1,3,α-1,4가 가지를 이루는 경우 각각 dextranA,
dextranB,dextranC가 된다.mutan은 50%이상의 α-1,3glucosidic결합을 형성하는
수용성 glucan이며 alternan은 α-1,6과 α-1,3glucosidic결합이 교대로 구성되어 있다
(40).결합구조의 차이로 인해 서로 다른 특성의 다양한 glucan들이 존재한다.Jeanes
등(20)의 보고에 의하면 NRRL B-1355가 두가지 형태의
polysaccharide를 생성하는데 하나는 약간의 수용성을 띄는 polysaccharide(fractionL)
이고 다른 하나는 수용성 polysaccharide(fraction S)로 fraction L의 경우

NRRLB-512F로부터 생성된 dextran과 유사한 95% α-1,6glucosidic
결합에 5% α-1,3가지로 구성된 polysaccharide였으며,fractionS는 alternan으로 이루
어졌다고 보고한바 있다.
따라서 본 연구에서 분리한 GJ2, C3,

C11로부터 생성된 EPS의 점도차이는 이들의 결합구조와 분자량의 차
이에 의한 것으로 생각되어진다.
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*Valuesaremean±S.E.(n=3)
1.IsolationofEPSbyethanolprecipitationdissolvedin20mLwater
2.4% solutionofEPSbyethanolprecipitation
3.PurifiedEPSdissolvedin10mLwater
4.4% solutionofpurifiedEPS

CCCuuullltttuuurrreee
fffeeerrrmmmeeennntttaaatttiiiooonnn
mmmeeedddiiiuuummm
(((ccceeennntttiiipppoooiiissseee)))

EEEPPPSSSeeexxxtttrrraaacccttteeeddd(((ccceeennntttiiipppoooiiissseee)))

1 2 3 4

GGGJJJ222

CCC333

CCC111111

13.03
(±0.22)*

7.31
(±0.04)
2.21
(±0.15)

482.15
(±7.25)
139.25
(±0.25)
5.39
(±0.05)

119.4
(±0.06)
136.3
(±0.03)
3.57
(±0)

4,662
(±9.07)
3,633
(±10.97)
3.67
(±0.06)

266.3
(±0.5)
3,719
(±3.0)
6.07
(±0.02)
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유산균(Lacticacidbacteria)생성 exopolysaccharides(EPS)는 세포벽의 일부로서 세
포벽 주위에 협막을 형성하거나 세포벽 외부에 slime형태로서 발효중에 축적되는 다당
류로,1차 또는 2차 대사산물이다.이는 에너지원으로 이용되는 것은 아니고 건조,식
균작용,원생동물의 습식,항생제,독성화합물,삼투압 스트레스 등과 같은 외부환경으
로부터 자신을 보호하는 작용을 한다.균체에서 이러한 EPS의 역할에 착안하여 본 연
구에서는 EPS생성 유산균의 경우 probiotics 기능성을 나타낼 것으로 기대하였다.
probiotics는 항박테리아제로 숙주의 장내에서 유익한 미생물 균총을 만들 수 있는 것
으로 최근 주목받고 있는 유산균의 특징이다.뿐만 아니라 지금까지의 EPS특성 연구
와 EPS생성 유산균 및 probiotics에 관한 많은 보고들이 거의 발효유제품에서 분리한
유산균에서의 연구인 반면,본 연구에서는 우리나라 고유의 채소발효식품인 김치로부
터 분리한 유산균 중 EPS 생성균주를 선별하여 장내정착성 여부를 확인하고 생성
EPS의 특성을 규명하고자 하였다.
김치로부터 분리한 3종의 김치유산균을 Gram염색을 비롯한 형태학적 특성과 생화

학적 특성 및 16SrDAN 염기서열을 통하여 동정한 결과 각각
로 동정되었으며,

GJ2 C3 C11로 명명하였
다.
EPS생성 김치유산균의 장내 정착성 여부 확인을 위하여 내산성,인공위액 및 인공

담즙에서 처리한 결과 pH 3.0의 0.05M sodium phodphatebuffer와 인공위액에서 2시
간 처리한 후에도 3균주 모두 초기균수(108CFU/mL)를 유지하면서 높은 저항성을 나
타내었다.뿐만 아니라 Oxgall농도 0.3%와 0.5%의 인공담즙에서 24시간 처리한 후에
도 3균주 모두 초기균수(108CFU/mL)를 유지하였으며,인공담즙 저항성 시험의 경우



위액에서 생존시 위를 통과하여 장으로 이동할 것임을 고려하여 인공위액에서 생존한
균주를 동일조건의 인공담즙에서 처리하였을 때에도 3균주 모두 초기균수를 유지하면
서 담즙에 대해서도 높은 저항성을 나타내었다.이 결과로 인해 본 연구에서 분리한 3
종의 EPS생성 김치유산균 GJ2 C3
C11은 장내 정착하면서 probiotics로서 작용할 수 있을 것임을 확인하였다.반면,대조
군으로서 MRS배양액을 사용하여 동일하게 처리한 결과 내산성,인공위액,인공담즙
에서 처리 후 1～2logcycle감소현상을 보이며 균체의 EPS생성 여부가 probiotics로
서 기능할 수 있는데 결정적 요인임을 보여주었다.
생성된 EPS의 특성을 규명하기 위하여 먼저 crudeEPS를 분리하여 정량한 결과

EPS생성 김치유산균 GJ2 C3 C11
은 각각 21.49g/L,16.46g/L,22.98g/L의 EPS생산량을 보였으며 정제하였을 때에도
각각 14.61g/L,7.73g/L,4.77g/L의 생산량을 보이며 기존의 EPS생성 유산균에서의
생산량에 비해 10배 이상의 높은 생산량을 나타내었다. GJ2

C3 C11의 총 당 확인 결과 각각 96.48%,89.38%,
91.05%였으며,총 단백질은 0.8%,0.9%,0.95%로 확인되었다.EPS구성 당 확인을 위
하여 가수분해한 시료를 TLC및 HPLC로 분석한 결과 3균주 모두 glucose로만 구성
된 homopolysaccharides로 확인되었다.3종의 EPS생성 김치유산균 GJ2

C3 C11에서 생성한 EPS가 구성 당이 같음에도
불구하고 각각 서로 다른 형태를 나타내어 그 점도를 측정한 결과 동일농도(4% w/v)
의 crudeEPS와 정제 EPS에 대해서 C3가 각각 136.3cp,3,719cp로 가
장 높은 점도를 보였고,그 다음으로 GJ2가 각각 119.4cp,266.3cp였으
며, C11은 각각 3.57cp,6.03cp로 비교적 큰 차이를 보이며 가장
낮은 점도를 나타냈다.3종의 분리균주에서 생성된 EPS형태와 점도의 차이는 아마도
EPS의 분자구조와 분자량의 차이에 기인한 것으로 추측되어 진다.
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